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Resumo 
A traya-da-olivelra, Prays oleoe (Bem.) , e uma praga (have da ol iveira na regiao de Tras-os-
Montes. Uma passlvel alternativa a Juta qu(mica contra esta praga, reside na utiliza<;:ao de fungos 
entomopatogenicos (FE). Dado 0 desconhecimento da presenc;a e expressao destes fungos em 
Portugal foi recentemente efectuado 0 isolamento in vitro de fungos. associ ados a pupas de tra<;:a-
da-olive ira parasitadas. provenientes de olivais localizados na regiao de Ti-as-o s·Montes. No presente 
trabalho pretendeu-se caractenzar mOlfologicamente e molecularmente um dos Isolados obtldos. 
A caracteriza~ao marfa l6gica fai efectuada POI- observac;:aa microsc6pica e estemmicmsc6pica de 
mlcelio cam crescimento em meio de cultura PDA. A identifica~aa molecular fal efectuada pela 
amplifkar;:aa termodcl ica da regiao espa~adora tl-anscrna interna (ITS) do rDNA nuclear, seguida de 
sequencia~aa.A analise mOlfal6gica das cal6nias fungicas, das hifas e das suas estruturas de reprodur;:aa 
eVldenciou caractelistlcas semelhantes as descritas na bibliografia para Beauvena bass/ana, A analise 
comparativa da sequencia nucleatid ica obtida, com I-egioes ITS de rDNA de outras especies fungi cas, 
revelou valores de Identtdade de 99,0% com B. bass/ana, conflrmando a Identldade do isolado. Dado 
que B. bass/ona tem sido referenciada como um importante agente de luta blologica, a presen~a 
deste fungo entomopatogenico na regiao transmontana abre novas perspectivas na luta contra a 
tra~a-da-olivelra. 
Palavras chave: pragas da oliveira, meios de luta, Beauvena bassiona, fungo entomopatogenico. 
Abstract 
Title: Beauvena basslana, an entomopathogenic fungus of the olive moth in the T ras-os-Montes 
region: morphological and molecular charactenzation 
The olive moth - Prays o/eae (Bern.) - IS a key pest of the ol ive trees In the T ras-os-Montes 
region. A possible alternative to control th IS pest is the use of entomopathogenlc fungi (EF). Given 
the lack of in formation about EF presence and exp l~essi on in POI-tugal, the In vi tro Isolation of fungi 
from mycosed olive moth pupae, collected in Tras-os-Montes olive groves, was I-ecent ly performed. In 
the present work. ISolated fungi were mOl'phologlCally and moleculal'ly characterized. Morphological 
characterization was carned out by microscopic and stereomlcroscoplC observations of mycelium 
growing In PDA medium. Molecular Identification was performed by sequencing of the amplified 
Internal t ranscribed spacer (ITS) region of rDNA. Morphological analySis demonst l'ated that fungi 
isolates present similar characteristics to those described for Beouvena bossiono in the litel"ature 
Comparative analysis, between the ITS nucleotide sequence obtained and the ITS region from other 
fungal species, showed 99.0% of identit y w it h B. bassiono.As t his entomopathogenic fungus has been 
referred to as an important agent for biological control, its presence in Tras-os-Montes region can 
be a stimulus to its use as a biological agent on the control against olive moth. 
Keywords: olive pests. means of control, Beouvena boss/ana, entomopathogenic fungi 
Introdu.;ao 
As pragas de insectos sao urn dos mais significat lvos faelores que lim ita a produc;ao agricola, 
provocando preJuizos supenores a 20% (Oerke. 2006). 0 uso de InsectlCldas quimlcos de sintese 
const itui a pratica matS utilizada por parte dos agricultores, como forma de proteger as plantas dos 
estragos causados. Contudo, 0 elevado custo da lu ta qufmica, a per-da de eftciencia de alguns dos 
produtos ut ilizados, os problemas ambienta is advindos destas prcH icas e os problemas ao nfve l da 
int oxica<;:ao do homem e dos animals tem promovido a procura de alternat ivas aos meios de luta 
utilizados contra pragas. A luta blologica. com recurso a predadores, parasitoides e m icrorganismos 
entomopatogenlcos tern vlndo a ser util izada de forma crescente, constitulndo uma das alternat lvas 
vlavels a luta qu(mlca. No caso dos Insedos, a uti liza<;ao de fungos entomopatogenlcos (FE) como 
agentes de luta blol6glca, podera constituir uma pratica com elevado potencial. De entre os FE, 
as especies mais utilizadas em luta biol6glca per t encem aos generos M etorh,z,um (em especial 
M onlSoplioe). Poecilomyces e Beouveno (em especial B. basSiono) (Stamets. 2005). 
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Em Portugal. os estudos conducentes a avaliac;:ao da dive rsidade de fungos entomopatogenicos 
associ ados as principa is pragas das culturas agn'colas sao muito escassos. Como consequencia, a sua 
aplica<;:ao como agentes de lu ta biologica contra essas pragas e ainda muito reduzida. Na regiao de 
Tras-os-Montes fO I detectada a presen<;:a expressiva de B, bosslona. associ ada a t ra<;:a-cla-ol ive ira, Prays 
oleae Bern .. a qual const itui uma das pl-inc ipais pragas na reglao (Bento, 1999). Uma vez que esta 
especie fungica se encontra referenciada como um importante agente de luta biologica, pmcedeu-se 
ao seu isolamento, tendo em vista a sua futura utiliza<;:ao contra a referida praga. No presente trabalho 
sao apresentados os resultados relativos a cal-actel'iza<;:ao molecular e morfo logica dos isolados 
autoctones de B. bossiana obtidos a part ir de pupas parasitadas de tra<;:a-da-o liveira. 
Material e Metodos 
Cultura axenica dos isolados fungicos 
o isolamento de FE foi efeduado, a pal-t il- de pupas de tra<;:a-da-o liveil-a, parasitadas em meio PDA 
420 contendo cloranfenicol.As cult uras axenicas dos isolados fungicos fO I-am efectuadas em meio PDA 
IdentificQl;oo molecular dos isolados fungicos 
A identitl ca<;:ao molecular fo i efectuada pela ampl itlca<;:ao tel-modelica da regiao espa<;:adora 
t l-anscrita interna (ITS) do rDNA nucieal-. util izando 0 par de iniciadores nucieotid icos ITS5FO e 
ITS4RE (White et al" 1990). A mistura de reacc;ao, bem como as condlc;6es de ampl ifi cac;ao. foram 
semelhantes as descritas POI- Baptista (2007) . As reac<;:6es de ampl itl cac;:ao foram efeduadas no 
termociclador MyCycle l- (BioRad). Apos punficac;ao dos fragmentos ampl lficados GETquick peR 
product purification, Geno med). procedeu-se a sua sequenciac;:ao utilizando os mesmos iniciadores 
nucleotidicos (STAB VIDA). As sequencias de D NA obtldas foram ana ll sadas utilizando 0 progl-ama 
de programas DNASTAR versao 2.58 (Lasergene). Recorrendo ao servldol- NCBI (http://wwwncbi 
nlm.nih.gov) e util izando 0 algoritmo BLAS~ fo i analisada a homologia das sequencias obtidas com 
outl-as sequencias presentes na base de dad os GenBan k. 
Caracterizar,:oo morfologico dos isolados fungicos 
As caracten'sticas macroscopicas das colonias fungicas foram avaliadas ao nfve l da colorac;:ao do 
micelio, presen<;:a de micelio aereo, presenc;:a de exsudados. margem da colon ia (regu lar ou in-egular) 
e produ<;:ao de pigmentos difus(ve is no meio de cultura . 
• 
A morfologia das hifas foi anal isada per mlcroscopia optica e esteromicroscopia. Para observa<;:ao 
ao microscopio optlCQ, pon;:6es de mio§:lio foram coradas com azul de algodao 0,5% (v/v) e obset'--
vadas num microscopio Leica, modelo CTR 5000. A obsel-V3t;JO esteromicrosc6pica fo i rea lizada 
numa lupa binocular (Nikon 5MZ -U). 
Resultados e discussao 
Identifica~iio moleculof de B. bossiono 
Apes ampliflca<;:ao tel-moclclica da regiao ITS, utilizando os iniciadores oligonudeoHdicos univer-
sa ls IT55FO e IT54RE, foi obtido um un ieo ft-agmento de 600 pb (ng I). FI-agmentos de d,mensoes 
semelhantes tem vindo a ser descritos, apos amplicac;:ao nas mesmas condic;:6es de DNA genomico da 
maiol-ia das especies fengleas (Buscot et al .. 2000).A sequenCia nucleoHdiea do fl-agmento amplineado 
encontra-se representada na fig. 2. Esta sequencia compreende 599 pb e inclul a reglao ITS I (com 
21 5 pb), IT52 (com 2 14 pb) e a reglao colTespondente ao gene 5,85 com 170 pb (sombreado a 
cinzenlo na fig. 2) Ambas as regioes ITS I e ITS2 nao se encontl'am completas, devido a uti lizat;ao 421 
dos InlCiadores ITS5FO e ITS4RE. Quando efectuada a analise comparativa da sequenCIa nucleot idica 
obtida, com regloes ITS de rONA de outras especies fungicas. fcram obttdos valo res de tdentldade 
de 99,0% (om a mesma sequencia de Beouveno bass/ana (nO acesso AJS60686.1), 0 que confwmou 
a ident idade do fungo isalado. 
Aspectos morfologicos de B. bossiano 
Culturas axenicas de fungo entomopatogenico foram obtidas a partir de iso lados fungicDs da 
superHcie de tra<;:a~da-o livei l'a parasitadas (fig. 3A). Estas colonias apresentavam 0 mio§li o com colora-
<;:ao branca-amarelada e com crescimento aereo. Em meio de cu ltura PDA. as col6n ias de 5, bossiona 
apresentavarn 0 rnicel io corn urna colora~ao branca, exibmdo crescimento de mice lio aereo e corn 
aspecto algodanoso em lada a superffeie da colonia (fig" 3B), No deeursa do seu cresCi mento, as 
col6nias de rnargens r-egulares desenvolveram um micelio muno pruinoso, que se apresentava mais 
evidente no centro, No revers~ da placa. a colonia tambem exibiu colora~ao branca, mas ligeiramente 
rnais amarelada no centro. nao evidenciando exsuda~ao de compostos pigrnentados para 0 meio 
de cultura. As caracteristlcas morfol6glcas observadas sao Identicas as descritas na bibliografia para 
outros isolados de B. bass/ono (Varela & Morales, 1996: Fernandes et aI. , 2006). 
Quando observadas em microscopia optica, as hifas de 8. bossiot1o apr-esentavam-se septadas, 
hial inas, com paredes finas, e com urn diametro media de 2.5 tJm (fig. 4F). No micelio fOI posslvel 
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observar hifas vert icais, que apresentavam na sua extrem idade conidi6foros simples ou ramifkados, 
ond., eram produzldos os esporos (co nid los) (fig. 4D. E). Os conid io s eram ov6ides au globulosos. 
hia linos, e com um d iametro variavel de 2-4~m (fig. 4C). A observa<;:ao esteromicrosco pica das 
colonias de B. bossiono evidenciou a present;a de uma enorme quanti dade de monticulos bran cos 
pulverulentos com projec<;:ao aerea (fig" 4A, B), correspondendo a aglomerados de conidioforos. As 
caracterlsticas microscopicas mencionadas sao semelhantes as re feridas na bibliografia para outros 
isolados de B, bossiono, apesar dos meios de cultura considerados serem diferentes daquele utili zado 
no presente trabalho (Liu et al. . 2003). 
Conclusoes 
A analise molec ular e motfologica de isolados fung icos proven ientes de pupas parasitadas de 
tra<;:a-da-oliveira, colhidas em ol ivais na I-egiao de TI'as-os-Montes, perm itiu a Identi ficat;ao do fungo 
entomopatogenico, B. bosslono. A sua present;a vem ab l-i r novas perspectivas para a luta bio l6gica 
contra esta importante pl'aga do o lival. 
Agradecimentos 
TI"abalho financiado pelo Progl"ama INTERREG IliA Projecto PIREFI. 
Referencias 
Bapusw, PCS 2007. Macro{ungos associodos (; culwro de cosronhelrD.' aspec{Qs do suo blodiverS/dade e do InteraCi;:oa de Plsoll· 
thus tinctorlus e de Hyphoioma fasciculare com roizes de Castanea sotlva Mill. Tese de DOL.' tommento em ClenCiOS. area de 
conhecimcn{Q de Blologlo. Esc% de Clenclos, Unlversidade do Minho, 267pp 
Bento,A 1999, Conrribuir;r1o para 0 estobeleomento de um progronw de prOleCr;Qo Integrada contra u traw do oliveira, Prays oleoe 
(Bern) em Tros·os·Montes. Tese de Doutoramento. Universldode de Tras·os·Montes e Alto Doum. 277pp. 
Bus(ot F. l'vl ul1ch,J.C.. Chorcosse t.). Y, Gordes, M, Nehls, U. & Hornpp, R 2000. Recen t advances In explOring physiology end blOdlVer 
sity or ecwrnycorrhlzas highlight the (unctionlng of these symbioses In ecosystems. FEMS Microbiology ReViews, 24. 601·614 
Fernandes, E. K K, Costa, G. L. Moroes. A. M. L. Zohner; V. & Bittencaur!. V R E. P. 2006. Study on morphology, pothogemcity. and gene· 
t.J( variability of Beauverro bosslono IsolOles obtorned fro rn Boophilus mlUoplus tick.. Parasitology Reseorch, 98, 32 ·1-332 
Gu, H" Skinner; M" BlDwnbrrdge. M. & Porker; B. L 2003. Charactenzation ofBeolNeno bOSSI0l10 ond !v1etmhlzlurn onlsoplloe Isolates for 
management of tarnished plant bug, Lygus lineolorlS (Hemiptera: Mindoe).Journo! of Invertebrate Pathology, 82. 139- i ,1 7, 
Oer/<' Ec.. 2006 Crop lossess to pests. Journal Agriculture Science , 144.31 ·43 
Stamets, P, 20.0.5. M ycopesticides. ln Mycelium running How mushrooms can help save the l'> Orld. Ten Speed Pre ss. Berkeley. 
Varela, A & Morales, E., 10°0 CharoctenzalJon of some Beou'lerra basslana lsolo les and thelf Virulence {Oward (he Coffee Berry 
Borer Hypothenernus !lampel. Journal or Irwerlebrale Pathology. 67, 14 7- 152. 
While. T).. Bruns. T, Lee. S & Taylor. ). 1990. Amplification and direct sequenCIng of fungol rIbosomal RNA genes (or phylogenelics 
In PRe Protocols· A GUide to Melhods and AppllCol.ions (/vtA InIllS. DH Gelfand.» Snmsky. e T J. White, eds.) AcademiC Press. 






Figura I • Analise electroforetica dos plDdutos resuh.antcs da ampl ifica~ao de DNA genomlco de Beoul/ena basslcmo, na 
prescn~a dos IniciadOl"€s nucleotidicos ITSSFO e ITS4RE ( I ).A eiectrofOI""E!se foi reallzad<l em gel de agarose 1.2% (p/v). MM -
marcador de massa molecular (I kb DNA Ladder) . 
TT GA".~'" ~ T..!.A.l,GTC-3 T AACAAGG TC T C~G TT GGTGAACCAG~ GGAGGG.-'\ TCA Tl AC CGAG rnC.!\.;\.CT CCCAAACCC Ii ;..1 G T G.oVo.CCTACCT A i CG - 1 J: 
i G cn CGGCG(1ACT C GCCCCAGCCGGi.CGC G GACTGG . .l..CCA (;C GGCCGCCGGGGACCA TCAAACTC:TG TAr to. rc;. GCAT C-TC-GA~ T AC3C ~G :::A.';G 21)) 
GC A.!J.A':.AA:" T AJ..A --AM ACT TT CAACAACGGA T CTen GGCTCTGGCATCGA IGAAGlJICGCAGCGAA~ T GCGAT MGT AA TGT GAA n GCAGAA T CC ~.::c 
AG7GAATCATCGAATCmGAACGCACAnGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTOnCGAGCGTCAT'1CMCCCTCG,t..cCTC~CnTGG3G.-\:' .liD 
GACGi GGCC;"C,;}CC GTAI\AACACCCAAC r C iGA..l,CG iTS ACC TeGAA Te ;.. GGT A GGAC- ACCCG':. -GAACTT :..AG':.A T ;.. Te Ai; T ;"GGGGGG.4.GGGAAA ~~ 
Figura 2 - SequenCia nucleotidlca da reglao ITS do rONA de BeaU", ena SS/OnG. A regiao correspondente ao gene de rRNA 
5,85 encontra-se sombrcada a Clnzento. As regu)es nao (Odificanlcs ITS I e ITS2 encont,-am-se. respectivamente. imedldla-
mente antes ( 1-21 5) e depois (385-599) do gene 5,8S. Os numcros a direita rcfcl·em-se aos nucleotldos. 
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Figura 3 - Aspecto de pupa de tra~a-da-olivelra parasltada par BeOlNena oossiano (A) e aspecto macrosc6plco de col6nlas 
isoladas de 8. bosslana. Incubadas em rneio PDA (B). 
c • 
Figura 4 - Aspectos esteromicrosc6plcos (A. B) e mlCroscoplcos (C-F) de Beouo.ena sSlona. Aspecto das col6nlas de 
B basslana em melo PDA (A) e de conldi6foros (B. D. E; setas com tra~o simples) onde sao produzldos conidios (C). As hiras 
apresentam-se septadas (F: seta com tra~o duplo).Ampha~ao lOx (A) e 70 , (B). BalTa IOlJm (C-F). 
